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3. Struttura del DNA nei Cromosomi 

• DNA su pe ravvolto 

• Nucleoide batterico 

• Cromatina 

• Proteine e geni istonici 

• Nucleosoma 

• Fibra a 10 nm 

• Fibra a 30 nm 

• Valori di impaccamento 

• Anse 

• Impalcatura metafasica 

• Altre forme di impaccamento 



DNA cromosomi procariotici ed euariotici costituito da unica molecola integra, 
circolare (proc) o lineare (euc) 

In batteri,ad es. E. coli, cromosoma pesa 2.5xl0 9 D, e contiene 4 M bp 

DNA circolare di coli lungo 1.4 mm, contenuto in cellula di 1 |um di diametro e 2 
|um di lunghezza -> 1000 volte più piccola 

1.4 mm = 1400 |um in 2 |um, necessariamente quindi molto condensato 700 X 



ì Dimensioni genomi 



Tabella 2.4 
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Dimensioni di diverse molecole di DNA. 
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DNA cromosomi procariotici ed euariotici costituito da unica molecola integra, 
circolare (proc) o lineare (euc) 

In batteri,ad es. E. coli, cromosoma pesa 2.5xl0 9 D, e contiene 4 M bp 

DNA circolare di coli lungo 1.4 mm, contenuto in cellula di 1 |um di diametro e 2 
|um di lunghezza -> 1000 volte più piccola 

1.4 mm = 1400 |um in 2 |um, necessariamente quindi molto condensato 700 X 



If Cromosoma procarioti 
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Il DNA batterico ha domini avvolti 
In modo Indipendente 




L'ansa meda 
contiene arca 
40 kb di DNA 




DNA batterico doppia elica circolare 
Superavvolto, organizzato in anse 
DNA condensato intorno a proteine basiche 
Legame elettrostatico fra DNA e proteine basiche 

DNA superavvolto negativamente (rimozione di 1 avvolgimento ogni 200 bp); 
avvolgimento destrorso (come scala a chiocciola con scorrimano a destra) 

superavvolgimento negativoda struttura più compatta, ma anche più facilmente 
apribile 

Impaccamento dovuto a tetramero proteina HU, 60 bp di DNA avvolto 
60k molecole HU in Coli, 1/5 genoma -> presente solo in core? 
Cromosoma batterico organizzato in anse; 40-50 anse di lOOkB ciascuna 
associato con girasi, topoisomerasi e pseudo-istoni 




cellula eucariotica umana ha 2 m di DNA, in cellula dal diametro di 10 |am 
2m = 200 cm = 2000 mm = 2.000.000 \im in 10 \im -> 200k volte! 



■Il// Nucleoide 




cromatina, sostanza fibrosa con architettura molecolare 

complessa, costituita da DNA, proteine basiche dette istoni, e 
proteine non-istoniche (fattori di regolazione, trascrizione, 
riparazione, impalcatura, ecc.) 

DNA 35% 
proteine 60% 
RNA5% 

4 categorie: 

1) enzimi duplicazione (ricombinaz, trascriz, riparaz) 

2) fattori di trascrizione, controllo espressione genica 

3) ribonucleoproteine maturazione RNA 

4) proteine coinvolte nella condensazione della cromatina 

1) istoniche 

2) non istoniche 



!f Eterocromatina ed Eucroma tina ^ 




Eucrocromatina: 

Poco "colorata*. 
Meno compatta 

Associata ad espressione genica. 



Eterocromatina: 
Molto'colorata*, densa. 
Più compatta. 

Espressione genica ridotta o assente. 



EUrocromatina, meno condensata, probabile zone di attività 
trascrizionale 



ETEROcromatina, più condensata, zone meno attive 

Generalmente eterocromatina si localizza preferenzialmente a 
livello del centromero e dei telomeri 

Eterocromatina detta costitutiva, condensata in tutti i tipi 
cellulari, o facoltativa, condensata solo in alcuni tipi cellulari o in 
diverse fasi di differenziazione cellulare 



massimo grado di compattazione durante mitosi, quando 
cromosomi diventano visibili al microscopio 



HI// Eterocromatina 
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L'eterocromatina forma ammassi localizzati 












BV*' $St Eterocromatina 






Nucleolo • v '«-w 

; * • i, ;" * • iv X. 








'.•• V- V * * *3flr * 








^^Eterocromatina 
Citoplasma ^ TVjSL ^ 












— 







EUrocromatina, meno condensata, probabile zone di attività 
trascrizionale 



ETEROcromatina, più condensata, zone meno attive 

Generalmente eterocromatina si localizza preferenzialmente a 
livello del centromero e dei telomeri (sopratutto in vegetali) 

Eterocromatina detta costitutiva, condensata in tutti i tipi 
cellulari, o facoltativa, condensata solo in alcuni tipi cellulari o in 
diverse fasi di differenziazione cellulare 

massimo grado di compattazione durante mitosi, quando 
cromosomi diventano visibili al microscopio 
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Compattamento dovuto al fatto che DNA è superavvolto 
negativamento 

Superavvolgimenti consentono un primo livello di 
compattamento. 

T (attorcigliamenti) e W (contorcimenti) e quindi 
superavvolgimenti 




Aspetto della cromatina al microscopio elettronico: 



A concentrazioni saline alte, cromatina ha un aspetto tipo collana 
di perle 

a concentrazioni saline meno elevate, cromatina si presenta come 
fibre di circa 30 nm 



Digestione con nucleasi di micrococco: 

frammenti di 200 bp e multipli (digestione parziale) 

digestione estesa, frammenti di 146 bp 

dimensioni leggermente variabili in diverse specie, media fra 180 
e 200 bp, ma si hanno limite da 154 (fungo) a 260 (riccio di mare) 



Uff/ Nucleosoma 




Nucleosoma subunità della cromatina 

Nucleasi micrococco, istoni del core 

8mero di 2x H2A, H2B, H3 ed H4 

DNA associato a nucleosoma in due regioni: 
nucleo centrale (146 bp) v 
giunzione (da 8 a + di 100 bp) 

Ottamero forma disco o cilindro piatto, 11 nm di diametro e 6 nm di altezza 

200 bp di DNA sono circa 67 nm, doppio circonferenza del core istonico, il 
che suggerisce che DNA è avvolto 2 volte attorno alla particella, all'esterno 



Provato perche 7 DNAsi I e II tagliano singolo filamento di DNA, 
necessariamente DNA esterno a core istoni e non incluso in esso 

tagli hanno periodicità regolare -> 1.8 giri attorno a istone, DNA entra ed esce 




attorno a nucleosoma, doppia elica è più 7 avvolta che in soluzione 

10 bp per giro, contro le 10.5 in soluzione, che provoca parziale 
supercoiled 



IV Nucleosoma 
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Istoni sono proteinedal piccolo peso molecolare 

Devono associarsi 8 di esse, a coppie di due, per formare un 
corpuscolo (nucleosoma) dal diametro di 11 nm 

Proteine basiche, ricche di lisina e arginina 



■fi// /stoni: H1. H2A. H2B. H3. H 4 © 

• Proteine basiche 

• Massa totale circa pari a quella del DNA 

• Classificati in base a composizione (Lys e Arg) 

• Conservati in tutti gli organismi viventi 

ISTONE %LYS % ARG P.M. 

H1 29 1 23000 

H2A 11 9 13960 

H2B 16 6 13774 

H3 10 13 15342 

H4 11 14 11282 




Tetramero H3 e H4 formano ferro di cavallo, e H2A e H2B in 
mezzo 



istoni proteine strutturali ricchi amminoacidi basici come lisina e 
arginina 

cariche elettriche positive che interagiscono con DNA carico 
negativamente a causa dei gruppi fosfato 

legame ionico con DNA, infatti con 2M NaCl si staccano 
completamente, dimostrando natura legame elettrostatico e non 
covalente 

altamente conservate: istone H4 pisello e mucca, vi sono solo 
due differenze amminoacidiche su circa 102 aa totali 



istone HI invece è meno conservato 



Esiste altro istone, detto H5, che sostituisce istone HI nei globuli 
rossi nucleati degli uccelli 



!f / geni per gli istoni sono conservati 



Tabelall 1 



Proprietà generali degli istoni 



Tipo <1l Ktone 



Istori di tipo Hi 



Mone 


molecolare (M) 


H3 


15400 


H4 


11340 


H2A 


14000 


H2B 


13770 


Ht 


21500 


Hr 


21500 


H5 


21500 



Grado di conservazione 

Alarnenie conservato 



Variazioni moderate tra 1 1 



« tra le specie 



Variazioni moderale tra i tessuti e tra le spada 
Vana no««volm*nie tni < tessuti e tra le specie 
Variane*, prevalentemente presente ai cellule r* 
Meato va nabla, presente solo ti ceMe trascrtzx>nalmen<e 
inattive di alcune specie 
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VII Assemblaggio del nucleoso ma @ 



Assemblaggio dell'ottamero degli 
istoni: 

-Si forma il dimero H3-H4 
-Poi il tetramero H3-H4 
Si lega al DNA 

-Associazione con dimeri H2A-H2B 
-Ottonerò 



ì 



f / Impaccamento fibra 10 nm 



DNA nucleosoma: 200 bp (circa) 
Distanza fra le basi: 0,34 nm 
Dimensioni nucleosoma: 10-11 nm 



Lunghezza 200 bp DNA: 
0,34 nm x 200 - 68 nm 

Impaccamelo: 

68 nm / 10 nm =6,8 volte 




Primo livello di impaccamento circa 7 volte 




come si calcola valore di impaccamento: 

intorno ad un core istonico circa 200 bp di DNA 

un giro di elica del DNA misura 3.4 nm, distanza fra basi 0.34 nm 

quindi 0.34*200= 68 nm 

core istonico 10 nm, quindi 68 nm/10 nm = circa 7 
primo livello di impaccamento 6-7 X 




Istone HI presente in quantità minore 

Può' essere staccato da nucleosoma (NaCl 0.5 M) 

Quindi è esterno al core 

Presente su DNA di giunzione, tiene insieme entrata ed uscita, SALDA DNA sul 
core istonico; se rimosso, DNA assume struttura a collana di perle 

centro globulare e bracci che si estendono e prendono contatto con altri HI 

DNA su nucleosoma parzialmente superavvolto 
10 bp per giro, contro 10.5 per DNA in soluzione 




Istone HI presente in quantità minore 

Può' essere staccato da nucleosoma (NaCl 0.5 M) 

Quindi è esterno al core 

Presente su DNA di giunzione, tiene insieme entrata ed uscita, SALDA DNA sul 
core istonico; se rimosso, DNA assume struttura a collana di perle 

centro globulare e bracci che si estendono e prendono contatto con altri HI 



DNA su nucleosoma parzialmente superavvolto 
10 bp per giro, contro 10.5 per DNA in soluzione 




legame fra DNA e istone non sembra dipendere dalla sequenza del DNA, 
essendo natura legame elettrostatica 

generalmente localizzazione non è specifica 

tranne eccezioni, come DNA nei pressi del centromero di cromosoma lievito, o 
del gene per rRNA 5S, o ancora nucleosoma a monte sito inizio gene globina beta 

localizzazione precisa di uno o pochi nucleosomi può' favorire organizzazione 
degli altri 




Le code istoniche intervengono nella organizzazione 3D dei 
nucleosomi fra di loro 




in fibra a 30 nm secondo livello di impaccamento 
6 nucleosomi per giro, aspetto solenoide 



I// Fibra 30 nm: 2 modelli 



In vitro aggiunta di sali a fibre da 10 nm: formazione fibra da 30 nm 



/ J 



nucleovoma core istonico DNA 



DNA Imker 



A concentrazioni fisiologiche (150 mM NaCI) si ha forma a zig-zag 




DNA take 



Due possibili modelli fibra a 30 nm. 

In modello b, DNA linker è accessibile, in modello a, DNA linker 
è interno 



11/ Fibra 30 nm: nastro elicoidale 



Figura 7 3 Di* modelli <\ 
aomadinKJ da 30 nm il i 

sosie^no <fe< roótto a na 
(H) KistampaGi con é p#rr 
eratSoence, 306. 1 571- 
200* MAS 



ti sono a 

573 Cxpyr^rt 



T.A. Brovtn 
C«nomi, III Cd. 

fdiSES 



© 



<B» Mcddbtna«o 




Recentementi, esperimenti mostrano possibile modello a nastro 
elicoidale 




condensazione fibra 10 e fibra 30 arriva a 40 volte 

solo fibra a 30 nm raggiungerebbe lunghezza di 1 mm, quindi 
oltre 100 volte diametro cellula (circa 10 |um) 

non sufficiente a spiegare condensazione di circa 5000-7000 volte 
del cromosoma in metafase 



f / Impaccamento fibra 30 nm 



DNA nucleosoma: 200 bp (circa) 
Distanza fra le basi: 0,34 nm 

Dimensioni nucleosoma: 10-11 nm 
Nucleosomi per giro fibra 30 nm: 6 

DNA (bp) in un giro fibra 30 nm: 200 bp x 6 nucleosomi = 1200 bp 

Lunghezza DNA: 1200 bp x 0,34 nm * 408 nm 
Impaccamento: 408 nm / 10 nm « 40 volte 



Secondo livello di impaccamento circa 40 volte 



impaccamento in nucleosoma 6 x, 6 nucleosomi per "giro", 
c uindi 6 (nucleosomi per giro) x 7 (impaccamento 1 nucleosoma) = 42; 
mpaccamento a livello fibra 30 nm quindi circa 40 volte 



11/ Superavvolaimenti 



Writhe plectonemico 
(comune nei Dlasmidiì 



Toroide o 
Spirale 

(es. nei nucleosomi) 
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fibra 30 nanometri impaccamento di 40x; vuol dire che 1 |uM di fibra contiene 
40 \iM di DNA 

cromosoma metaf asico, esempio n. 1, contiene 7.2 cm di DNA condensati 
7000 volte per una lunghezza di 10 |LiM 

7.2 cm = 72000 \im; 72000/10 = 7000 circa 

cromosoma più piccolo, 4.6xlO A 7 bp (lOx quello di coli), 14000 |um di DNA 
esteso (1.4 cm) ed è lungo in mitosi 2 |um 

14000/2 = 7000 




Livelli di impaccamento superiore per permettere a circa 2 m di 
DNA di essere contenuto in nucleo cellulare di massimo 10 |um 



Nuclear - chromosome compaction 
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Impaccamneto 7000 X prendendo in considerazione dimensioni 
intera cellula 



cromosomi sono più piccoli della cellula, evidente quindi che 
compattamento è maggiore -> 10.000X fino a 400.000 X !!! 



^Strutture di ordine superiore: anse 
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abbondante fra proteine scaffold è enzima topoisomerasi II 



ci sono poi SAR (scaffold associated regions) che si ritrovano 
FRA i geni, e non NEI geni 



■Il// Anse 



looped domain 
Ir:- :if.i / 




anse di 10-30 jum, corrispondenti a 30k-90k bp. 

anse hanno organizzazione radiale intorno air impalcatura 

Legate a SAR (Scaffold Associated Region) 

anse possono essere anche più' lunghe, 30-300 kbp 

una origine di replicazione per ansa, unità replicativa indipendente 

ciascuna ancorata, grado di superavvolgimenti di ciascuna ansa 
indipendente da altre 

Ansa rappresenta unità non solo STRUTTURALE, ma anche FUNZIONALE 
In un'ansa, mediamente 1 gene intronico + altre classi di DNA 

anse si ripiegano e formano filamenti di spessore di 100 nm 

struttura anse simile fra organismi diversi 

un cromosoma medio può contenerne nell'ordine di 2000 




PR: packaging ratio, livello di impaccamento 
primo livello intorno a nucleosoma: 6X rispetto a DNA esteso 
secondo livello fibra 30 nm: 40x rispetto a DNA esteso 
terzo livello, fibra 700 nm: fino a 1000 interfase, 10000 mitosi 



!f Livelli di impaccamento 









Fibra da 10 nm "collana di perle" 


6 




Fibra da 30 nm -w«enod# - 


40 




Anse cromosomiche da 100-400 nm 


1000 




Cromosomi mrtolici 
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Figu^è 4 19 Strutture dalla cro- 
matina a crescente rapporto di 
émeacrhettamento. 
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PR: packaging ratio, livello di impaccamento 
primo livello intorno a nucleosoma: 6X rispetto a DNA esteso 
secondo livello fibra 30 nm: 40x rispetto a DNA esteso 
terzo livello, fibra 700 nm: fino a 1000 interfase, 10000 mitosi 




massimo compattamento durante la mitosi, dove lunghezza di 
circa 5 cm si riduce a 5 [im 

5 cm = 50 mm 

50 mm = 50k |um 

50.000 \im/5 \im -> lOmila volte 

durante mitosi fosforilazione HI su tutti residui di serina (5) 

HI provoca aggregazione nucleosomi, sua fosforilazione in 
mitosi legata a compattamento cromatina nei cromosomi 



1 Lunghezza DNA cellulare 



© 



Numero basi DNA umano: 3.200 Mb = 3.200.000.000 bp = 3,2 x 10 9 



Distanza fra le basi: 0,34 nm = 0,34 x 10 9 m 
Lunghezza DNA = Numero basi x distanza fra ie basi 
Lunghezza DNA = (3,2 x 10 9 ) x (0,34 x 10 9 ) m 



Lunghezza DNA = 3,2 x 0,34 m = circa 1 m 



Lunghezza DNA APLOIDE = 1 metro 



11/ Globulo frattale 



Comprehensìve Mapping of Long Range 
Interaction* Reveals Folding Principles 
of the Human Gerirne 





Lavoro pubblicato recentemente (2009) aggiunge complessità al 
tutto, descrivendo la formazione di globuli frattali, 
organizzazione delle anse in super-anse che ripetono le stesse 
strutture a livelli superiori 



HI// Localizzazione dei cromosomi 




Ogni cromosoma occupa una specifica zona del nucleo 




RNA polimerasi complesso circa 500 kDa, mentre nucleosoma 
260 KDa 




come può' RNA polimerasi trascrivere? 



Ipotesi: ottamero si divide in due metà 
oppure avanti e indietro 



Trascrizione: ipotesi 



Chromatin transcription 
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Ipotesi skip (salto del nucleosoma) -> NO 
Ipotesi split (si dividono le due subunità -> NO 



dati sperimentali mostrano fondatezza ipotesi strip (nucleosoma 
si disassembla e poi si riforma nelle regioni replicate; provato 
perché nucleosomi che si formano dopo il passaggio RNA 
polimerasi possono contenere istoni marcati con sostanze 
radioattive 



11/ Aceti I azione e trascrizione 



Chromatin 
fìbers 



30 nm 

chromatin fiber 




geni si replicano precocemente in tessuti in cui sono espressi, e 
tardivamente in tessuti in cui sono silenti 

cromosoma X inattivo in mammiferi si replica dopo cromosoma 
X attivo (inattivo eucromatina, attivo eterocromatina) 



nucleosomi in zone attive hanno pochi istoni HI e altri istoni 
sono acetilati e legati a ubiquitina 

vi sono poi regioni ipersensibili a DNasi, quindi evidentemente 
più esposte, con pochi nucleosomi per favorire legame con fattori 
di trascrizione e regolazione 



Acetylation of conserved lysines 
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maggiore o minore compattezza cromatima regolata da processi 
di fosforilazione, metilazione e acetilazione 

acetilazione o metilazione su gruppo aminico della lisina, che 
rimuove carica positiva NH3+ 

possibile anche fosforilazione, che introduce carica negativa 



aggiungendo butirrato a colture cellulari, si ha inibizione 
dell'enzima istone-deacetilasi, e si accumulano nucleosomi 
acetilati 

acetilazione associati a cambiamenti simili a quelli che si 
riscontrano nell'attivazione genica 

quindi butirrato inibisce deacetilazione, istoni restano acetilati, 
gene resta attivo 




acetilazione -> apre -> accesso trascrizione 
deacetilazione -> chiude -> inattivazione 



il Regioni trascrivibili 
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DNase I 
insensitive 



, DNase I , 
sensitive 



bulk acetylation hyperacetylated histones 
levels 
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Regioni del genoma trascrivibili hanno istoni iperacetilati 
Tali regioni sono anche sensibili alla DNasi 



[ / Aceti I azione e metil azione 




Acetilazione e metilazione 
degli istoni cooperano 
per reprimere la 
trascrizione 



In vertebrati si aggiunge un ulteriore meccanismo che favorisce 
compattamento. Metilazione citosina nel doppietto CpG 

Ulteriori dettagli lezione regolazione eucarioti 




Acetilazione/ deacetilazione non sono uniche modificazioni che 
possono subire gli istoni. 

Metilazione del DNA, ubiquitinazione, Sumoilazione, sono 
alcune delle possibili modificazioni associate a repressione 

Analogamente, oltre air acetilazione, altre modificazioni quali 
metilazione (in punti diversi), ubiquitinazione, fosforilazione o 
biotinilazione, possono essere invece associati ad attivazione 
genica. 

Queste modificazioni a carico degli istoni e più in generale della 
cromatina, vengono definite "epigenetiche". 




Acetilasi, deacetilasi e proteine regolatrici intervengono a 
formare complessi rimodellamento cromatina 

Questi, in seguito a legame con proteine regolatrici, possono ad 
esempio favorire acetilazione istoni, scompattamento cromatina 
in un'ansa, e accesso ai meccanismi di trascrizione 




acetilazione -> apre -> accesso trascrizione 
deacetilazione -> chiude -> inattivazione 




IP Varianti istoniche 



H2A.z è nel DNA attivamente trascritto, forse impedisce cromatina repress 
CANP-A sostituisce H3 nei centromeri 
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proteine che legano interazione con le proteine 

J onetocore ^ óe\ cmetocore 
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Esistono diverse varianti istoniche che possono entrare a far 
parte della composizione degli istoni 



Ad esempio H2A.X è presente in regioni di DNA molto attive dal 
punto di vista trascrizionale: possibile funzione mantenere 
cromatina poco compattata? 



Altra variante, CENP-A. Si lega a core istonico e a proteine che 
legano il cinetocore, favorendo quindi il trascinamento dei 
cromosomi quando la cellula si divide 




In cellule germinali maschili, tutto il DNA altamente compattato. 

In spermatozoo, dna non è funzionale (non deve essere ne 
replicato ne trascritto). Quindi istoni sostituiti da protammine. 

Diversa organizzazione spaziale, più efficiente e compatta. 
Notare cromatina altamente densa. 




massima condensazione si ritrova in spermatozoi, dove pero 7 
condensazione viene causata da protamine, piccoli peptidi di 45 
aa ricchi di arginina 

Mentre organizzazione con istoni, DNA relativamente spaziato, e 
spazio occupato da istoni... 

In organizzazione protamine, queste piccole proteine basiche si 
inseriscono in solco maggiore, bilanciando le cariche negative del 
DNA 

In questo modo, le molecole di DNA posso essere strettamente 
associate l'una all'altra, in spirali molto strette. 



Protamine e Istoni 




massima condensazione si ritrova in spermatozoi, dove pero 7 
condensazione viene causata da protamine, piccoli peptidi di 45 
aa ricchi di arginina 

Mentre organizzazione con istoni, DNA relativamente spaziato, e 
spazio occupato da istoni... 

In organizzazione protamine, queste piccole proteine basiche si 
inseriscono in solco maggiore, bilanciando le cariche negative del 
DNA 

In questo modo, le molecole di DNA posso essere strettamente 
associate l'una all'altra, in spirali molto strette. 



il/ Domande 



I geni istonici: 



© 



I geni sono conservati (mutano poco) 

Sono presenti in copie multiple 

mRNA non contiene introni 

mRNA non ha poli-A 

Insieme gli istoni formano nucleosoma 



Perché...? 



